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論 文 内 容 要 旨
炎症 は,局 所 あるいは全身 に加わ る炎症性刺激,す なわ ち細 菌の侵 入や体 内異物 に対 す る生体組織がお
こす,発 赤,腫 脹,痺 痛,発 熱,組 織傷害 を伴 う生体防御 反応 であ り,炎 症性刺激 を排 除 し組織 を修復す
るまでの一連 の過程であ る。
血球細胞 の中でマクロフ ァー ジは、傷 口や粘膜 な どか ら組織 に侵入 した細菌や体 内 において発生 したが
ん細胞 を貧 食処理 し,そ の抗原情報 をTリ ンパ球 に提 示 し,さ らには各種炎症性 メデ ィエー ター を産生 し,`
炎症反応 や免疫反応の成立 に中心 的な役割 を果たす。
自己免疫疾患 である慢性関節 リウマチ においては,炎 症局所 におけるマクロフ ァージなどの炎症性細胞
の集積や,種 々のメデ ィエーターの産生量 の増加が認め られ,過 度 の炎症反応が誘発 され る結果,自 己組
織の損傷 に伴 う痛み や発熱 がひ きお こされる。 さらには炎症 局所 で産生 された種 々の メディエ 「ターが,
炎症性細胞の さらなる集積,活 性化お よび生存延長 をひ きお こ し,慢 性 的な炎症反応 を誘導 し,破 骨細胞
の活性化 やプ ロテアーゼの産生 に伴 う関節破壊 な どの機能障害 をひきお こす と考 えられている。
マ クロファー ジの機能発現 に関与す る細胞 内情報伝達分子 を明 らかにするこ とがで きれ ば,マ クロファ
ージの機能 を医薬 で調節す るこ とがで きる可 能性が あ り,こ の ような研究 は炎症性疾患 をは じめ とする各
種疾患の治療法 を確立す る上で,大 きく貢献す るもの と思 われる。
当研究室 において,起 炎作用 を持 つstaurosporineにはラッ ト腹腔マ クロファージに対 して,血 管透過 性
を充進 し発 赤 を誘導す る作用 を持 つ炎症 のケ ミカルメデ ィエ ーターであるprostaglandinE2(PG言,)の産生
を尤進 させ る作用が あるこ とを明 らか に した。 しか し,こ のPGE2産生充進作用 を含 む炎症誘導作用 が,
いか なる細胞 内情報伝達分子 の働 きによって ひきお こされてい るのか につ いては明 らか に されていない。
そこで本研 究では,ラ ッ ト腹腔マ クロファージをstaurosporineで刺激す ることによ り誘導 される炎症のケ
ミカル メデ ィエー ターであるPGE2の産生や炎症性サ イ トカインであるinterleukin-6(IL-6)の産生 に,細
胞 内情報伝達 に介在す るリン酸化酵素が どの ように関与す るのか解析 した。 また,マ クロフ ァージは過度
の炎症性刺激 によ りアポ トー シスが誘導 され ることが知 られてい るが,炎 症性 メデ ィエ ーターの産生充進
を誘導す る濃度 よ りも高濃度のstaurosporineはマ ウスマクロフ ァージ様細胞株 であ るRAW264.7細胞の ア
ポ トーシスを誘導す る作用があ るこ とを見いだ したので,staurosporineによるアポ トーシスの誘導 に対 し
て細胞内情報伝達 に介在す る リン酸化 酵素が どの ように関与 してい るか について解析 した。
まず,PGE、の産生経路 に関与する酵素 であるcytosolicphospholipaseA2(cPLA2)`およびcy looxygenase-
2(COX-2)に注 目して解析 を行 った。その結果,63nMの濃 度のstaurosporineによるラ ッ ト腹腔マ クロフ
ァー ジのPGE2産生充進 は,phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)一P44/42mitogen-activ窃tedproteinkinase
(MAPK)経路 を介するcPLA、の活性化 によるarachidonicacid遊離尤進 と,atyplcalproteinkinaseC(pKC)
経路 を介す るCOX-2タンパ ク質発現量の充進が協調的 に働 くことによって行われ ることが示唆 された。
次 に,staurospor孟neはラ ッ ト腹腔マ クロフ ァージに対 してIL-6mRNAレベ ルの上昇 を介 してイ ンターロ
イキ ンー6(IL-6)の産生 を充進 させ る作 用があ ることを明 らか に した。 また,staurosporineのラ ッ ト腹腔
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マ ク ロ フ ァー ジ に対 す るIL-6産生 充 進 お よ びIL-6mRNAレベ ル の上 昇 作 用 は ,staurosporineの濃 度 が6.3
nMか ら63nMま で は濃 度依 存 的 に増加 したが,210nMに す る とそ の作 用 は減 弱 す る こ とが 明 らか にな っ
た。 一 方,staurospodne誘導体 で あ るK-252aやKT-5720にはそ の よ う な作 用 は認 め られ なか っ た。 さ ら
に各種kinase阻害 薬 を用 い た検 討 に よ り,staurosporineによ る ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ のIL-6産生 は
PKCお よ びPI3Kの活 性 化 に よ り充 進 され,proteintyrosinekinase(PTK)の活 性 化 に よ り抑 制 され る こ と,
またproteinkinaseA(PKA)の活 性 化 に よ って は影 響 を受 け な い こ とが 示 唆 され た。
一 方 ,こ れ ら炎 症 性 メ デ ィエ ー タ ー の 産 生 を 充 進 す る 濃 度 よ り高 い 濃 度 で あ る2.1μM濃 度 の
staurosporineはRAW264,7細胞 の 胞 死 を誘 導 す る こ とが 明 らか に な っ た。 このstaurosporineによ る
RAW264.7細胞 の細 胞 死 にお い て は,DNAの 断片 化,phosphatidylserineの細 胞 外 へ の 露 出 の増 加 お よび
caspaseの活 性化 に伴 うpoly(ADP-ribose)polymerase(PARP)の切 断が 検:出され た こ とか ら,staurospohneは
RAW264.7細胞 に ア ポ ー トシス を誘 導 す る こ とが 示 唆 され た 。 またstaurosporine存在 下 でRAW264 .7細胞
を培 養 す る とP44/42MAPKの リ ン酸 化 レベ ル は経 時 的 に低 下 し,逆 にP38MAPKの リン酸化 レベ ル が上
昇す る こ とが 明 らか に な っ たた め,こ れ らのkinaseを含 む 各種 細 胞 内情 報伝 達 に関与 す る リン酸化 酵 素 の
アポ トーシス における役割 について解析 した。StaurosporineによるRAW2647細胞 のDNAの 断片化 お よ
びPARPの切断 はp44/42MAPK阻害薬,p38MAPK阻害薬お よびP13K阻害薬の共存 に よって増強 され
たことか ら,P44/42MAPK,P38MAPKおよびPI3Kはcaspaseの活性化 を抑制す ることによ りアポ トー
.シス に対 して抑制的 に作用 しているこ とが示唆 された。 またPKA阻 害薬 はPARPの 切断 には影響 を与 え
ず にDNAの 断片化のみ を増 強 したことか ら,PKAはcaspaseの活性 には影響 を与えず にアポ トーシス に
対 して抑制的 に作用 していることが示唆 された。一方,PKC阻 害薬 に よりDNAの 断片化お よびPARPの
切 断が抑制 された ことか ら,PKCはcaspaseの活性化 を促 進する ことによ り,ア ポ トーシス を促 進 させ る
ことが示唆 された。 また,PKC阻 害 薬 による アポ トー シスの抑 制機序 には,PKCの 阻害 に よるp38
MAPKの活性化 が関与 している ことも示唆 された。
また,今 回の結果 とこれ までの報告か ら,staurosporineなどの刺 激 によ り活性化 される細胞内情報伝達
に関与す る リン酸化酵 素に よる炎症反応 においては,次 の ことが考 え られ る。
PKClまマクロフ ァージのPGE2およびH!6の産生 を充進 させ,ア ポ トーシスの進行 も促進 させ るこ とか
ら,マ クロ ファージの反応 を全体 的に充進 させ る作用が ある と考 え られる。 この ことか らPKCを 阻害す
ることに よって,マ クロファージの全体的 な機能発現 を抑制 させ るこ とがで きる と思 われる。す なわ ち炎
症局所 のマ クロファージのPKCを 阻害する ことに より,ア ポ トー シスによる細胞数の減少 を抑制 しつつ,
炎症性 メデ ィエー ターの産生 を抑制で きる可 能性 がある。PKCを 阻害 する ことは,マ クロフ ァージの数
の減少 を伴 わないため,PKCの 阻害 を解 除すれば,比 較的早 く正常 の細胞機 能が回復 す ると思 われ,マ
クロファージが多量の炎症性 メデ ィエー ター を産生 して病態 を悪化 させ ている場合 にPKCを 阻害す るこ
とは炎症反応 を軽 減 させ るために有用であ る と思われ る。 また,当 研 究室 において,staurosporineによる
COX-2mRNAレベルの上昇 お よびPKC活 性化薬TPAに よるCOX-2mRNAレベルの上昇 は共 にPKCの
阻害 によって抑 制 され ることを明 らかに している。 これ らの ことか ら,PKCは 様 々な刺激 による炎症性
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メデ ィエ ーターの産生 を抑制するための ターゲ ッ ト分子 と して重要で あると思われる。
一方,PI3K,P44/42MAPKおよびP38MAPKの活性化 は,PGE2およびIL-6などの産生 を充進 させ る作
用 を持 つ点 でPKCと 同様 の役割 を担 ってい るが,ア ポ トーシスの進行 に対 しては抑制す る方向で作用す
る。 これ らの ことか ら,PI3K,P44/42MAPKおよびP38MAPKの阻害 によ り,マ クロファージのアポ トー
シス促進 と炎症性 メデ ィエー ター産生の抑制 という2つ の作用機序 か ら抗炎症作用 が期待 で きる。 したが
って,こ れ らのkinaseを抑制す るこ とは,炎 症局所 に過剰 な数のマ クロファージが浸潤 し炎症 を増悪 して
いる場合 に有用 な手段 になると思われる。
今 回の研 究ではstaurosporineの直接 の ターゲ ット分子 の同定 には至 らなかったが,少 な くともその ター
ゲ ッ トの一つはPI3KとPKCの上流 に存在す ることが示唆 され た。この ターゲ ッ トを探索する ことによ り,
マクロフ ァー ジの機 能発現 に重要 な新た な細胞 内情報伝達経路が 明 らか になる もの と思 われ,さ らに詳細
に解析 してい く必要が ある。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 研 究 は,炎 症細 胞 で あ るマ ク ロ フ ァー ジのprostaglandinE、(PGE2)産生 お よびinterleuk量n-6(IL-6)産生,
な らび にapoptosisに関与 す る各 種kinaseの役 割 につ い て 明 らか に す る こ とを 目的 と して,起 炎作 用 の あ
るstaurosponneを刺 激 薬 と して用 い て解 析 を行 った。
まず,ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ をstaurosporineで刺 激 した場 合 のPGE、 産生 充 進 に 関与 す る細 胞 内分
子 につ い て解 析 し,そ の 産 生充 進 に は,phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)一p44/42mitogen-activatedprotein
kinase(MAPK)一cytosolicphosphlipaseA2(cPLA2)経路 の活 性 化 に よ るa士achidonicacid遊離 尤 進 とatypical
prote量nkinaseC(aPKC)の活 性 化 に よ るcyclooxygenase-2発現 充 進 が 関与 して い る こ とを示 した 。
次 に,staurosporineには ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ に対 してIL-6の産 生 を充 進 させ る作 用 が あ る こ と を
明 らか に し,ま た,そ の 産生 乖 進作 用 にお い て はPKCお よびPI3Kの 活 性 化 が 重 要 な役 割 を果 た してい る
こ と,一 方,proteintyrosinekinase(PTK)の活 性 化 はIL-6産 生 に抑 制 的 に作 用 して い る こ と,さ ら に,
proteinkinaseA(PKA)の活 性 化 はIL-6産生 に影響 を及 ぼ さ ない こ と を示 した。
最 後 に,マ ウス マ ク ロ フ ァー ジ様 細 胞株RAW264.7細胞 に対 す るstaurosporineのapoptosisの誘 導 につ い
て解析 し,そ の 誘導 はDNAの 断片 化,膜 構 造 の 変 化,お よ びcaspaseの活性 化 を伴 う こ と を明 らか に した。
ま た,staurosporineによるapoptosisの誘 導 に対 してPI3K,P44/42MAPK,P38MAPKおよ びPKAは 抑 制 的
に作 用 して い る こ と,一 方,PKCは 促 進 的 に作 用 して い る こ とを示 した 。 さ らに,PKCはp38MAPK活
性 化 を抑 制 す る こ とに よ って,apoptosisに対 して促 進 的 に作 用 してい る可 能性 を示 した 。
こ れ らの 結 果 か ら,staurosporineによる起 炎 作 用 の一 部 に は,マ ク ロ フ ァー ジに よる 炎症 性 ケ ミカ ル メ
デ ィエ ー ター で あ るPGE2の 産生 充 進 お よび 炎 症 性 サ イ トカ イ ンで あ るIL-6産 生尤 進 が 関 与 して い る こ
と,お よび そ れ らの 産 生 に は,PKC,PI3K,お よ びP44/42MAPKが 重 要 で あ る こ と を示 す と と も に,
staurosporineによる マ クロ フ ァー ジのapoptosisの誘 導 にお い て は,PKCは 促 進 的 に作 用 し,PI3K,p44/42
MAPK,p38MAPKお よびPKAは 抑 制 的 に作 用 す る こ とを示 し,こ れ らの細 胞 内情 報 伝 達 分 子 が 抗 炎 症 戦
略 の タ ーゲ ッ ト分 子 とな り得 る こ と を示 唆 した。
よっ て,本 論 文 は博 士(薬 学)の 学位 論 文 と して合格 と認 め る。
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